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摘要 : 佩 妃 延 腹 小 蜂 Philotrypesis pilosa 和 Philotrypesis sp. 是 寄生 在 对 叶 榨 Ficus hispida L. 上 的 同属 非 传 粉 榕 小 蜂 ,二 
者 可 能 拥有 最 近 共 同 祖先 。 榕 小 蜂 利用 嗅觉 对 寄主 榕树 的 专 一 性 识别 可 能 是 其 产生 交配 前 隔离 的 重要 机 制 ， 
Or83b-like 基因 是 一 类 在 不 同 昆虫 间 高 度 保守 的 非典 型 嗅觉 受 体 基因 , 研究 其 内 含 子 序列 对 解决 近 缘 种 的 物种 形成 
和 进化 方向 问题 有 重要 意义 。 本 文采 用 PCR 法 对 这 两 种 小 蜂 的 Or83b-like 基因 进行 分 析 。 结 果 表 明 : 该 两 种 小 蜂 
的 Or83b-like 基因 编码 区 核 音 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 一 致 度 非常 高 , 分别 为 98.2% 和 99.03%, 内 含 子 序列 平 
均一 致 度 也 很 高 ,为 84.5% 左 右 , 进 一 步 证 明 二 者 亲缘 关系 很 近 。 我 们 在 P. sp. 的 Or830-like 基因 部 分 内 含 子 序列 
中 发 现 个 体内 及 个 体 间 有 具 长 度 杂 合 现象 (LVHs), 但 P. pilosa 却 不 存在 。 据 此 推测 , P. pilosa 为 进化 上 已 经 趋 于 稳 
定 的 物种 ,而 P. sp. 则 没有 完全 稳定 
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Inter- and intra-individual length-variant heterozygotes of intron 2 in 
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Or83b-like gene unveil evolutionary instability in Philotrypesis sp. 


(Hymenoptera: Chalcidoidea: Pteromalidae) 

WANG Ni-Na'; XIAO Jin-Hua^; LÜ Bin', YOU Zhong-Hua'; HUANG Da-Wei"^' (1. Plant Protection 
College Shandong Agricultural University; Tai’ an, Shandong 271018, China; 2. Institute of Zoology» 
Chinese Academy of Sciences» Beijing 100101; China; 3. College of Life Sciences; Shandong Agricultural 
University; Tai'an; Shandong 271018; China) 

Abstract: The two non-pollinating fig wasps on Ficus hispida L.» Philotrypesis pilosa and P. sp.» might 
share the latest common ancestor. Host plant recognition using olfactory system by fig wasps may act as a strict 
pre-mating isolation mechanism. We investigated the introns of the atypical olfactory receptor gene Or83b-like ; 
which is remarkably conserved among many insects and can be used to unveil speciation and the direction of 
differentiation in closely related species. The PCR results showed that the nucleotide identity in the coding 
regions and the identity of the deduced amino sequences between the two fig wasps were 98.296 and 99.0396; 
respectively and that of the introns 84.596 on average. The high identity further confirms the close 
relationship between the two fig wasps. However; inter- and intra-individual length-variant heterozygotes in 
some introns in P. sp. were observed; but not in P. pilosa. lt is so inferred that P. pilosa might have 
become stable as a species; while P. sp. may be still in the process of speciation. 

Key words: Hymenoptera; non-pollinating fig wasp; Or83b-like gene: intron; length-variant heterozygotes 
(LVHs); evolution 
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嗅觉 在 昆虫 寻找 食物 、 配 侦 与 栖息 地 的 过 程 中 出现 了 明显 的 差异 (Clark, 2001; Comeron, 2004), 所 












































有 极其 重要 的 作用 。 榕 小 蜂 主 要 通过 利用 化 学 感受 
器 (主要 是 嗅觉 感受 器 ) 识 别 榨 果 散发 的 挥发 性 物质 
来 寻找 寄主 榕树 (Ware and Compton; 1994; Grison et 
al..1999; Grison-Pige et al.,2001)。 这 种 专 一 性 的 
识别 可 能 是 榕 小 蜂 产 生 交 配 前 隔离 的 重要 机 制 
(Yokoyama, 2003)。 佩 妃 延 腹 小 蜂 Philotrypesis pilosa 
和 Philotrypesis sp. C Hymenoptera; Chalcidoidea ) 都 是 寄 
生 在 对 叶 榕 Ficus hispida L. 上 的 非 传粉 榕 小 蜂 , 二 
儿 在 形态 和 生态 特征 上 都 十 分 相似 ,有 分 子 数 据 显 
示 二 者 亲缘 关系 很 近 , 可 能 拥有 最 近 的 共同 祖先 


(Jiang et al.,2006), 通 过 研究 嗅觉 感受 相关 基因 可 






















































































































































































能 将 有 助 于 解决 二 者 在 物种 形成 和 进化 方向 等 方面 
的 问题 。 
噢 觉 受 体 〈olfactory recepto ORO. 是 一 种 7 次 跨 
































膜 的 G 偶 联 蛋白 受 体 , 在 嗅觉 过 程 中 有 重要 作用 
(Rützler and Zwiebel. 2005). Æ JE A WR Drosophila 
melanogaster 中 这 些 蛋 白 基因 分 为 两 类 , 一 类 是 高 度 
变异 的 传统 嗅觉 受 体 (conventional odorant receptor)» 
一 类 是 在 不 同 昆虫 间 高 度 保守 的 非典 型 嗅觉 受 体 
(atypical odorant receptor)Or83b, 它 通 过 与 传统 噢 觉 
受 体 结合 形 成 二 聚 体 来 介 导 其 在 嗅觉 神经 元 细胞 树 
突 膜 上 的 定位 (Larsson et al.,2004)。 目 前 已 在 许多 
昆虫 中 克隆 得 到 0r83b 直 向 同 源 基因 ( Or83 b-Like 基 
PD] cDNA 序列 ,少数 昆虫 的 gDNA (genomic DNA) 
序列 全 长 也 己 从 全 基因 组 序列 中 搜索 得 到 。 在 晶 师 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis 中 ,0r83b-like 基因 包括 8 
个 外 显 子 ,7 个 内 会 子 ( 相 关 信 息 见 GenBank, Gene- 
ID: 100118829). 

VZ E EIS AE Ds] e A Wr ARE DAT s 编码 区 被 数目 
不 等 的 AE T IC Rogozin et al.,20050. LANE 
子 因 无 功能 约束 ,所 以 常 被 作为 一 种 中 性 标记 
(Friesen et al.,1997)。 对 于 分 化 不 久 的 物种 来 说 ， 
可 能 编码 序列 之 间 的 差异 还 很 小 ,但 是 内 含 子 已 经 




















































































































































































































以 内 含 子 是 研究 近 缘 种 分 子 进化 的 好 材料 。 

到 目前 为 止 榕 小 峰 这 一 类 群 中 还 没有 关于 
Or83b-like 基因 的 研究 。 本 文通 过 研究 P. pilosa 和 
P. sp. 该 基因 内 含 子 序列 的 种 间 和 种 内 个 体 间 差 
异 , 从 种 群 进 化 的 角度 来 探讨 相同 生境 下 近 缘 种 的 
物种 形成 与 进化 方向 。 


1 材料 与 方法 
































1.1 材料 与 试剂 

实验 所 用 小 蜂 均 由 胡 好 远 和 牛 黎 明 于 2007 年 4 
月 采 自 海南 颂 州 的 对 叶 榕 , 浸泡 于 95% 的 酒精 中 
于 -20% 保 在。 比较 种 内 内 含 子 的 个 体 差 异 时 , 选 
择 了 来 自 不 同 榕 果 的 P. sp. 共 10 AHER 11 AHE 
Hi. P. pilosa 12 SKI 

实验 中 使 用 的 EasyTaq DNA. 聚合 酶 、EasyPfu 
DNA 聚合 酶 .PEasy-T1 载体 与 Blunt 载体 购 自 北京 全 
式 金 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.2 DNA 提取 

榕 小 蜂 总 DNA. 采取 单 头 提取 , 具体 步骤 参照 游 
中 华 等 (2007) 提 取 葡 马 DNA 的 方法 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

gDNA 序列 : 用 BioEdit 软件 比 对 已 报道 的 昆虫 

觉 受 体 基因 的 cDNA 序列 (主要 参考 膜 翅 目 已 知 序 
列 ), 根 据 保守 区 结合 引物 设计 原理 ,首先 设计 两 对 简 
并 引物 (Fl 和 R1, F2 和 R2) 进 行 中 间 片 段 的 PCR 扩 
增 , 再 根据 测序 结果 设计 了 两 条 特异 引物 S-RI 和 3- 
F1, 二 者 分 别 与 针对 5' 端 和 3' 端 设计 的 两 条 简 并 引物 
F3 和 R3 扩 增 两 端 剩余 片段 ( 表 1), 位 置 详 见 图 2。 使 
用 Primer Premier 5.0 软件 对 引物 进行 优化 。 
内 含 子 2: 根据 上 一 实验 结果 ,选择 gDNA 序列 
自 5' 端 起 第 2 个 内 含 子 (简称 内 含 子 2) 用 来 研究 内 
含 子 的 个 体 差异 。 序 列 用 简 并 引物 F2( 表 1) 与 根据 
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表 1 用 于 扩 增 gDNA 序列 的 引物 
Table 1 Primers used for amplification of genomic DNA 

引物 用 途 扩 增 产物 

Primer Purpose Size of amplification product (bp) 
F1 5'-ATCCNYTSTTCGCSGARAGCAACGC-3' 六 增 中 间 片 段 P. pilosa: 1 260 
R1 5'- ACGTGCTTATGCCTYTCSACCCA-3' Amplification of central parts P. sp.: 1 222/1 229/1 233 
F2 5'-CTNGCNTACCARGCNACNA A-3' 六 增 中 间 片 段 P. pilosa: 424 
R2 5'-TCATVGCYTICTGGCAYTG-3' Amplification of central parts P. sp.: 451 
F3 5'-ATGATGAARWYNAAGCAWCARGG-3' 扩 增 5 端 剩余 片段 P. pilosa: 1 045 
5-R1 5'-GGAATGATAGTCGTCTCGTTGGTC-3' Amplification of 5' parts P. sp.: 897/978 
3-F1 5'-TCGGTAACCGGCTGATCGA AGAC-3' 扩 增 3' 端 剩余 片段 P. pilosa: 1 701 
R3 5'-AGYTGYACCAACACCATGAARTA-3' Amplification of 3^ parts P. sp.: 1 743/1 793 
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P. pilosa ÑP. sp. gDNA 序列 设计 的 引物 P-R1 扩 
增 。PCR 产物 长 度 约 750 bpo P-RI 引物 序列 为 : $- 
GCARGCRAASAGYARCCAYGAGCAG-3'。 

引物 由 北京 博 尚 生物 技术 有 限 公 司 合 成 。 
1.4 PCR 扩 增 、 克 隆 与 测序 

gDNA 序列 : PCR 反应 采用 12.5 uL 反应 体系 ， 
其 中 含有 1 uL DNA W, 1.25 pL 10 x EasyTaq 
buffer,2 uL 2.5 mmol/L dNTP 混合 液 ,引物 (10 pmol/ 
L)1~1.5 uL. EasyTaq DNA 聚合 酶 (5 U/nL)0.2 uL. 
反应 条 件 为 : 94% 变性 5 min; 94930 s. 45 ~ 60% 
40 s:72C1 ~ 1.5 min,35 个 循环 后 72% 保 温 10 mino 
反应 条 件 依 引物 退火 温度 与 扩 增 片段 长 度 进行 调 
整 。 扩 增产 物 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 纯 化 后 
的 PCR 产物 使 用 PEasy-TI. 载体 连接 并 克隆 ,步骤 参 
照 产品 说 明 书 。 每 个 片段 挑 取 至 少 3 个 克隆 ,对 于 
克隆 结果 中 出 现 明 显 不 同 的 几 个 拷贝 时 , 挑 取 更 多 
的 克隆 以 保证 每 种 拷贝 至 少 有 两 条 以 上 。 使 用 载体 
上 的 标准 引物 M13F 与 M13R 进行 测序 。 测 序 由 北 
京 博 尚 生物 技术 有 限 公司 在 3770 测序 仪 上 完成 。 
内 含 子 2: PCR 反应 采用 25 uL 标准 反应 体系 ， 
其 中 含有 2 uL DNA 溶液 ,2.5 uL 10 x Pfu buffer; 2 pL 
2.5 mmol/L dNTP 混合 液 , 正 向 引物 (10 pimol/L21 iL 
反 向 引物 (10 jmol/L)0.5 uL, EasyPfu DNA. 聚合 酶 
(2.5 U/pL20.5 pL。 反 应 条 件 为 : 94% 变性 5 min: 
94*C 30 s,60% 40 s;72%C 1 min: 35 个 循环 后 72% 保 
温 10 min。 电 泳 检 测 。 取 所 得 PCR 产物 一 部 分 直接 
双向 测序 ,如 正 反 向 测序 图 谱 均 出 现 乱 峰 , 则 对 该 个 
体 剩 余 PCR 产物 进行 克隆 测序 ( Creer et al., 2006). 
连接 采用 Blunt 载体 ,方法 同上 。 测 序 由 北京 奥 科 生 
物 技术 有 限 公 司 在 3770 测序 仪 上 完成 。 
1.5 数据 处 理 

gDNA 序列 的 克隆 是 由 数 头 个 体 测 得 的 不 同 片 
段 通过 重 登 区 域 拼接 起 来 的 。 
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序列 两 两 比 对 使 用 BioEdit 软件 中 的 pairwise 
alignment, 多 重 比 对 使 用 CLUSTAL W, 采用 软件 的 默 
认 设 置 值 。 所 有 比 对 中 的 点 突变 /插入 缺失 (Cindel) 
均 进 行 手 工 校 对 。 多 重 比 对 使 用 的 其 他 基因 氨基 酸 
序列 及 GenBank 序列 号 如 下 : Nasonia vitripennis Or 
CXM _ 001607869), Apis mellifera R2 (XM _ 001121145), 
Microplitis C EF,41511 ), Drosophila 
melanogaster Or83b (NM079511), Anopheles gambiae Or7 
(AY363725, AY363726), Heliothis virescens R2 (AJ487477), 
Bombyx mori R2 ( AJ555487 ), Helicoverpa zea Or83b 
(AY843204), Tenebrio molitor R2 (AJ555539). 

内 含 子 与 外 显 子 边界 的 预测 主要 依据 为 本 实验 
室 的 cDNA 序列 (数据 未 发 表 ) 与 gDNA 序列 两 两 比 
对 的 结果 (Pitts et al.,2004)。 比 对 结果 参照 部 分 昆 
虫 中 该 基因 的 已 知 结构 (A. mellifera，GenelD: 
725384; N. vitripennis, GeneID: 100118829), 并 根据 
内 含 子 “GT-AG” 法 则 (Rogozin et al. ,2005) 进 行 手工 
"EC Pitts et al.» 2004: Robertson and Wanner» 2006)。 
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2 结果 











gDNA 序列 的 克隆 : 除 第 4 个 内 含 子 及 两 端 小 
部 分 外 显 子 外 , 本 研究 得 到 核 音 酸 序列 (不 包括 引物 
X) P. pilosa 4 290 bp (EU551805), 其 中 外 显 子 1 
247 bp: P. sp. 4 174 ~ 4 316 bp (EU551806), 其 中 外 
U. f 1247 bp。 目 前 可 以 推测 P. pilosa 3 P. sp. HI 
E 都 是 8 个 外 显 子 , 已 得 的 6 个 内 会 子 的 插入 位 
图 1) 与 金 小 蜂 和 蜜蜂 的 完全 一 致 ,第 4 个 内 含 子 
可 能 太 长 以 至 于 很 难 通过 一 次 PCR 扩 增 得 到 。 依 
据 外 显 子 序 列 推 导 的 氨基 酸 序 列 与 其 他 昆虫 的 
Or83b-like 受 体 蛋 白 相 应 片段 的 同 源 性 达到 60% 以 
上 ,与 近 缘 种 N. vitripennis 的 同 源 性 达到 96% 7c 
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图 1 MICE Philotrypesis pilosa 4 P. sp. IJ Or83b-like 基因 结构 图 


Fig. 1 
Pp: Philotrypesis pilosa; Ps: P. sp. 

















外 显 子 exon: 
表示 所 得 片段 的 长 度 (bp); 虚线 区 域 表 示 未 扩 增 的 片段 。 


The Or83b-like gene structure in Philotrypesis pilosa and P. sp. 





内 含 子 intron. 实 线 表 示 该 区 域 扩 增 完全 , 数字 


The real lines show the sequences amplified 


completely; while arabic numerals show the length. The sequences which can not be amplified are indicated in dotted 


lines. 
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图 2 
Fig. 
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佩 妃 延 腹 小 蜂 Philotrypesis pilosa ÑP. sp. Or83b-like 基因 序列 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 相应 序列 的 比较 


2 Comparison of the deduced amino sequences of Or83b-like genes in Philotrypesis pilosa» P. sp. and some other insects 








: 黄粉 虫 ，D. melanogaster: SRRI; B. mori: ZE; A. mellifera: 意大利 蜂 ，N. vitripennis: 蝇 肾 金 小 蜂 。 保守 的 氨基 酸 用 黑色 























序列 比 对 下 方 的 箭头 及 字母 表示 引物 的 位 置 与 扩 增 方向 。Conserved amino acids are indicated in black. The letters and arrowheads 


the positions and directions of primers. 























4i Xd JL 564 X 2). bD -AA 4,2, 2 3k, 这 些 找 贝 不 仅 长 度 有 差异 ,个 别 








P. pilosa 与 P. sp. 外 显 子 两 两 比 对 结果 一 致 ”位 点 还 有 碱 基 蔡 代 的 情况 。11 头 雄 虫 出 现 与 峻 虫 


度 为 98 
99.03%， 







































































在 P. ep. 的 第 1,2,7( 自 5 端 起 ) 这 3 个 较 长 的 产物 进行 元 隆 测序 后 发 现 , 各 分 别 





内 含 子 中 , 均 发 现 了 个 体内 的 长 度 杂 合 现 象 (length- 


H 











.2%， 其 推导 的 氨基 酸 序列 一 致 度 为 一 样 的 3 种 不 同 的 拷贝 ,分 别 有 3,3,5 头 , 未 发 现 个 
其 中 anm s] F2- R3 之 间 ) 完 全 一 致 。 体内 LVHs。 对 出 现 个 体内 LVHs 的 2 AHEHE HI PCR 





由 上 述 3 种 拷贝 


的 两 种 组 成 , 分别 为 已.sp. 内 含 子 2(410) 和 内 含 











variant heterozygotes: LVHs) CE] 3). P. pilosa 中 未 发 T 2440. ART 264100 I P E T 2CA032 CE] 3: 
























































现 。 b). PCR 产物 正 反 向 测序 图 谱 中 断 的 位 置 分 别 与 这 
在 比较 内 含 子 2 时 发 现 : 在 P. pilosa 的 12 头 两 种 克隆 开始 出 现 indel 的 两 端 位 置 一 致 。 
雌 虫 中 无 个 体 差 异 , P. sp. 的 10 头 上 肉 虫 中 有 2 头 出 P. sp. 内 含 子 1(510)、P. sp. 内 含 子 2 (403)、 























现 了 个 体内 的 LVHs, 剩余 8 头 峻 虫 共 出 现 了 3 种 不 P. sp. 内 含 子 7 (1 699) 均 截 自 序列 号 EU551806。 
同 长 度 的 拷贝 , 分 别 为 403 bp; 410 bp: 414 bp( 图 3: 如 图 3. P. sp. AEFT 1429) 在 360 - 371.402 ~ 471 
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之 间 比 P. sp. ET 1 (510) 缺失 一 段 。 
ET 2403 在 36~65 之 间 比 P. sp. 内 含 子 2 ER 
两 者 缺失 一 段 ,在 293 ~ 311 之 间 比 后 二 者 多 出 一 





P. sp. 内 两 者 缺失 一 段 。 


片段 与 P. pilosa 相应 片段 非常 相似 。 








P. sp. 内 含 子 7(1 649) 在 739 ~ 810 
ZEE P. sp. 内 含 子 7(1 699) 缺失 一 段 , 这 


些 缺 失 














n A »q E 
B: P. sp. AET 2 0) Æ 177 ~ 180 之 间 比 其 余 
340 350 360 410 
sass EE m *。| 。 mE 1。 。|。。。 
Ps 内 含 子 1 '429) TTTGGGTTANANGGTAAAACAAACGAAAA mmm 
Ps 内 含 于 1 1!510) TTTGGGTTAAAAGGTAAAACAAACGAAAACATATAAATTAA AMCATTGGC 
Pp FE TTTAGGTTAAAAGGTAAAACAAACGAAGACATGTAAATTATAACATACATGAGAATTACACGAAAGAGCAAAATATTGGC 
420 430 440 E 460 470 480 490 
vuelve: qve sd | ER [s Del el ee le 
Ps 内 合子 1 (429) ------------------------------------------------------------4 GAATGTTTTTTTGACATCT 
Pa 内 售 子 1(510) TCAACGGGTAGAGGCTGAGTCCACTGAGCAAAAGATGATCGGTTCAAATCCTGGCCGAAAAGAATGTTTTTTTAACATCT 
PP 内 *" 5 TCAACGGATAGTGGCTGAGTCCACTGAGCAAAAGATGATCGGTTCAAATCCCAGCCGAGAAGAATGTTTTTTTAACATCT 
10 20 3J 4. sD B0 70 80 
Re Ts acea [reri Dci Fee ete rre 
Ps 内 含 子 2 (403) GTGAGTCCAGCAGAAATTCAAACTTATGTCACGGC------------------------------ CGTGACAAAAGTACG 
Ps 内 含 子 2 (410) GTGAGTCCAGCAGAAATTCAAACTTATGTCACGGCTATCTGTGTCATTATAATGACACTGATAGCCGTGACAAAAGTACG 
Ps 内 含 子 2 (414) GTGAGTCCAGCAGAAATTCAAACTTATGTCACGGCTATCTGTGTCATTATAATGACACTGATAGCCGTGACAAAAGTACG 
PP 内 含 子 2 GTGAGTCCAGCAGAAATTCAAACTTATGTCACGGCTATCTGTGTCATTATAATGACACTGATAGCCGTGACAAAAGTACG 
170 180 190 200 210 220 230 240 
ope cus: RDA S A A use A teet ee ere ovt] ox 
Ps 内 *r2 (403) TACTCATGGTATAAGT AGTCCTTCAT GGCACGACT CCAACCACACT CGATACGCT CGTGCGTAAAGTACGACTTATGACA 
Ps PFA&-r2 (410) TACTCATGGTATAAGT----CTTCATGGCACGACTCCAACCACACTCGATACGCTCGTGCGTAAAGTACGACTTATGACA 
Ps AST (414) TACTCATGGTATAAGTAGTCCTTCATGGCACGACTCCAACCACACTCGATACGCTCGTGCGTAAAGTACGACTTATGACA 
Pp 内 *T2 TACTCATGGTATAAGTAGTCCTTCGTGGAACGACTCCAATCACACTCGATACGCTCGTGCGTAAAGTACGACTTATGACA 
250 260 270 280 290 300 310 320 
ASAN AF vis | [el 
Ps 内 窗 了 24403) 
Ps 内 合 了 2(410) 
ps 内 合子 2(414) 
PP 内 合子 2 
ps 办 合 本 711649) 
Ps 内 2171 (1695) ATCAGTATATAGGTATTTTCGGGGATGCTGATTGTGAATTAGCCGTCGGATTCGTAATCAGCGACCCCGAAAATCTTCTA 
Pp FEST ATTAGTATATAGGTGTTTTCGGGGATGCTGATTACGAATTAGCCATCGGATTCGTAATCAGCGACCCCGAAAATCTTCTA 
图 3 内 含 子 1,2,7 的 LVHs 
Fig. 3 The LVHs of intron 1; 2 and 7 
a: BET 1 Intron 15 b: AET 2 Intron 2: e: 内 含 子 7 Intron 7. 序列 上 方 的 数字 为 标尺 ; 内 含 子 名 称 后 括号 内 的 数字 表示 该 内 含 子 
不 同 拷贝 的 长 度 (bp)。The rulers are above the sequences. Arabic numeral in the parentheses following an intron name indicates the length (bp) 
p qu p g p 
of different copies of the intron. Pp: Philotrypesis pilosa; Ps: P. sp. 
R2 佩 妃 延 腹 小 蜂 Philotrypesis pilosa 3H P. sp. OrS3b-like 基因 内 含 子 的 一 致 度 (%) 
Table 2 Identity ( 96) of Or83b-like intron 1 —7 between Philotrypesis pilosa and P. sp. 
内 含 子 1 内 含 子 2 内 含 子 3 内 含 子 4” 内 含 子 5 内 含 子 6 内 含 子 7 平均 
Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5 Intron 6 Intron 7 Average 
一 致 度 (% ) 
78.1 91.3 94.1 一 68.5 90.8 84.1 84.5 


Identity 





根据 外 显 子 的 比 对 结果 ( 
P. sp. 的 序列 的 确 

二 者 外 显 子 与 氨基 酸 序 列 
对 于 内 含 子 这 种 变异 非常 
N. vitripennis 之 间 内 含 子 的 序列 差异 已 经 无 法 辩 


P. pilosa 与 


讨论 














: 内 含 子 4 未 扩 增 Intron 4 is not amplified. 











VO, 也 呈现 出 很 大 程度 的 相似 性 
正明 了 它们 之 间 的 关系 非常 相近 。 
我 们 在 已 . sp. 雌 虫 的 第 1,2,7 这 3 个 
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图 25, 我 们 所 克隆 的 
实 属 于 OrS3b-lile 基 
具有 极 高 的 相似 性 。 
色 域 (它们 与 近 缘 种 





H 








快 的 区 








CE 2), 这 进 一 


较 长 的 内 


含 子 中 , 均 发 现 了 个 体内 LVHs, 内 含 子 2 还 有 个 体 
IR] LVHs。 目 前 ,大 部 分 关于 内 含 子 的 研究 没有 发 现 
LVHs 的 情况 (Johnson and Clayton, 2000; Rockman et 
al . +2001; Rowe and Honeycutt; 2002), 更 没有 发 现 个 
体内 的 LVHs (Birks and Edwards, 2002), 但 是 也 有 文 
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献 指 出 , 某 些 类 群 的 个 别 基因 座 上 有 这 种 情况 (Pons 
et al .，2004; Creer et al.,2006)。 以 往 的 文献 认为 ， 
对 单 拷贝 基因 来 说 ,这 是 因为 二 倍 体 基因 组 中 的 杂 
合 等 位 基因 造成 的 (Creer et al.,2006)。 为 验证 P. 
sp. 内 含 子 的 LVHs 是 否 也 属于 这 种 情况 ,我 们 将 P. 
sp.10 头 雌 虫 、11 头 雄 虫 的 内 含 子 2 及 两 端 cDNA 序 
列 共 约 750 bp 进行 了 PCR 扩 增 并 测序 ,结果 峻 虫 10 
个 个 体 出 现 了 3 种 不 同 的 拷贝 , 另 有 两 个 具 个 体内 
LVHs, 雄 虫 也 分 别 具 有 与 雌 虫 相同 的 3 个 拷贝 ,但 
无 个 体内 LVHs 现象 。 众 所 周知 , 膜 翅 目的 性 别 决 
定 机 制 为 单 倍 二 倍 体 (haplodiploidy), BWE E X = fè 
体 , 雄 虫 为 单 倍 体 。 如 果肉 虫 体内 的 LVHs 是 因为 
单 倍 体 基因 组 内 该 基因 片段 部 分 或 全 部 复制 
CDuplication) 造 成 的 ,那么 每 头 肉 雄 虫 都 应 该 有 个 体 
内 LVHs, 但 实际 上 只 有 部 分 雌 虫 出 现 而 雄 虫 未 出 现 
这 种 现象 ,说 明 这 应 该 就 是 由 二 倍 体 生物 的 等 位 基 
因 的 基因 交流 ( 杂 合 ) 造 成 的 。 仅 内 含 子 2 在 21 个 
个 体内 就 出 现 了 3 种 不 同 的 拷贝 ,如 果 再 增加 个 体 
的 检测 数目 ,可 能 还 会 出 现 更 多 的 拷贝 。 这 说 明 该 
基因 在 P. sp. 的 种 群 中 出 现 内 含 子 LVHs 相当 普 
Ai, 多 态 性 很 高 , 反映 了 该 基因 内 含 子 在 已 . sp. 整 
个 种 群 中 正在 快速 变异 。 个 体内 LVHs 高 频率 的 出 
现 (2/21), 也 从 男 一 方面 反映 了 个 体 之 间 的 快速 变 
o 与 之 相反 , P. pilosa 的 12 头 肉 虫 序 列 完 全 一 
致 ,不 存在 多 态 性 。 
由 以 上 推测 , 己 ， pilosa. 的 OrS3b-like 基因 基本 是 
稳定 的 ,而 P. sp. 相 对 来 说 却 正 处 于 一 种 不 稳定 的 
状态 中 ,可 能 P. pilosa 更 多 的 继承 了 祖先 基因 的 状 
态 , 已 趋 于 稳定 , 而 P. sp. 却 可 能 正 朝 一 个 新 的 方 
问 演 化 。 如 果 其 他 一 些 基因 (尤其 是 转录 活跃 的 基 
因 ) 也 有 相同 的 趋势 ,那么 我 们 可 以 推测 , P. sp. 
能 是 新 形成 的 一 个 种 。 在 生态 上 (根据 在 海南 雨季 
的 观察 结果 ), 二 者 产 卵 时 序 有 明显 差别 。P. pilosa 
在 榨 果 发 育 的 雌花 期 集中 产 卵 (1 ~ 2 天 内 完成 ), P 
sp. 比 前 者 晚 7 ~ 10 天 ,但 二 者 同时 出 蜂 , ORE Je 
的 平均 发 育 周期 就 明显 短 一 些 , P. pilosa X 30 € 1 
R,P. sp.20~23 天 。 可 见 , P. pilosa 的 发 育 周期 
比较 固定 , 但 是 P. sp. 的 发 育 周期 却 有 一 定 的 跨 
度 , 相对 不 够 稳定 。 
由 于 P. sp. 某 些 个 体内 含 子 缺失 的 片段 与 P. 
pilosa 相应 片段 非常 相似 , 可 以 推测 这 些 片 段 都 是 
缺失 造成 的 。 即 那些 序列 在 共同 祖先 中 存在 , 但 却 
在 某 些 个 体 中 缺失 了 。P. sp. A ETP LVHs 的 大 
量 出 现 ,可 能 反映 了 该 基因 正在 活跃 地 “丢掉 ”部 分 
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内 例子 序列 ,因为 内 含 子 序列 的 变化 不 会 严重 影响 
物种 的 生存 。 一 般 认为 短 内 含 子 有 利于 提高 基因 转 
录 与 剪接 的 效率 (Chen et al.,2005)。P. sp. 这 种 内 
含 子 缩短 的 现象 是 否 与 其 相对 较 短 的 发 育 周 期 有 
K? 这 是 否 是 其 基因 进化 的 一 个 主要 驱动 力 ? 这 些 
问题 有 待 深入 研究 。 
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